Konfirmasi Sifat Pertumbuhan Pada Sapi Perah Fries Holland dengan Marker IGF-1dan CSSM-18 by H, NADITYA F
LAPORAN PRAKTEK KERJA LAPANGAN
(PKL)
PUSAT PENELITIAN BIOTEKNOLOGI LIPI
“Konfirmasi Sifat Pertumbuhan Pada Sapi Perah Fries Holland dengan
Marker IGF-1dan CSSM-18”
Disusun Oleh:
Naditya Fitriani Hasanah
M0411044
JURUSAN BIOLOGI
FAKULTAS MATEMATIKA DAN ILMU PENGETAHUAN ALAM
UNIVERSITAS SEBELAS MARET
SURAKARTA
2014
ii
LEMBAR PENGESAHAN
KONFIRMASI SIFAT PERTUMBUHAN PADA SAPI PERAH FRIES
HOLLAND DENGAN MARKER IGF-1 DAN CSSM-18
Mengetahui,
Disetujui,
Pembimbing I
(Prof. Drs. Sutarno, M. Sc, Ph.D)
NIP. 19600809 1986121001
Pembimbing II
(Prof. Dr. Ir. Endang Tri Margawati, M. Agr. Sc)
NIP. 19550630 198202 2 001
Ketua Jurusan Biologi
FMIPA UNS
(Dr. Agung Budiharjo, M. Si.)
NIP. 196808 23 2000031 001
iii
KATA PENGANTAR
Puji syukur penulis panjatkan kehadirat Allah Subhanallahu wata’ala yang telah
memberikan karunia dan ridha-Nya pada kesempatan Praktek Kerja Lapangan ini. Tidak
lupa penulis haturkan shalawat serta salam kepada Nabi Besar Muhammad SAW. Atas
karunia dan kehendak Allah SWT, akhirnya penulis dapat menyelesaikan laporan ini.
Penulis mengucapkan banyak terima kasih kepada Prof. Drs. Sutarno, M. Sc, Ph.D
selaku dosen Pembimbing I yang telah memberikan arahan serta bimbingan terkait Praktek
Kerja Lapangan dalam hal Genetika Molekuler Hewan, dan kepada Prof. Dr. Ir. Endang Tri
Margawati, M. Agr. Sc., selaku Pembimbing II sekaligus Kepala Laboratorium Genetika
Molekuler Hewan yang telah memberikan pemikiran, saran, serta petunjuk yang amat
berarti dalam pelaksanaan Praktek Kerja Lapangan (PKL).
Penulis juga menyampaikan terima kasih kepada Ibu Indriawati, S. Si., selaku
pembimbing laboratorium yang telah memberikan bimbingan, waktu, ilmu, tenaga, dan
kemudahan selama melakukan kerja praktik dari awal sampai akhir di laboratorium
Genetika Molekuler Hewan, serta ucapan terima kasih kepada Bapak Muhammad Ridwan,
S. Pharm., yang membantu pembimbingan dalam laboratorium serta menghibur selama
pelaksanaan Praktek Kerja Lapangan.
Ucapan terima kasih penulis sampaikan juga kepada Puspa (Biologi UNS 2011) dan
Rizky (Biologi UNAIR 2011) yang memberikan motivasi secara tidak langsung dalam
iv
kebersamaannya serta saling membagi ilmu selama melaksanakan Praktek Kerja Lapangan
di Laboratorium Genetika Molekuler Hewan.
Laporan hasil penelitian Praktek Kerja Lapangan “Konfirmasi Sifat Pertumbuhan
Pada Sapi Perah Fries Holland dengan Marker IGF-1 dan CSSM-18”, disusun untuk
memenuhi syarat mata kuliah Kegiatan Magang Mahasiswa pada Jurusan Biologi Fakultas
Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam Universitas Sebelas Maret Surakarta. Penulis
menyadari bahwa kesempurnaan hanya milik Allah SWT dan tentunya masih banyak
kekurangan pada diri penulis khususnya dalam penulisan laporan Praktek Kerja Lapangan
ini. Oleh karena itu, penulis mengharapkan saran yang bermanfaat guna perbaikan karya
tulis selanjutnya. Penulis banyak mendapatkan motivasi dari berbagai pihak, baik moril,
materi, maupun spiritual yang sangat berarti selama penulisan laporan Praktek Kerja
Lapangan.
Atas bantuan yang diberikan kepada penulis hingga saat ini, penulis hanya dapat
berdoa semoga amal kebaikan dan keikhlasan dari pihak yang bersangkutan senantiasa
mendapatkan ridho dan balasan dari Allah SWT. Akhir kata, penulis berharap semoga
laporan yang masih jauh dari sempurna ini dapat bermanfaat bagi para pembaca.
Bogor, 14 Februari 2014
Penulis
vDAFTAR ISI
HALAMAN JUDUL …………………………………………………………… i
LEMBAR PENGESAHAN …………………………………………………… ii
KATA PENGANTAR …………………………………………………… iii
DAFTAR ISI …………………………………………………………………… v
DAFTAR GAMBAR …………………………………………………………… vii
DAFTAR TABEL …………………………………………………………… viii
PROFIL PUSLIT BIOTEKNOLOGI LIPI …………………………………… 1
BAB I. PENDAHULUAN
A. Latar Belakang …………………………………………………… 12
B. Rumusan Masalah …………………………………………… 14
C. Tujuan …………………………………………………………… 14
D. Manfaat …………………………………………………………… 14
BAB II. TINJAUAN PUSTAKA …………………………………………… 15
BAB III. METODOLOGI PENELITIAN
A. Waktu dan Tempat Pelaksanaan …………………………………… 24
B. Alat dan Bahan …………………………………………………... 24
C. Prosedur Kerja …………………………………………………… 26
BAB IV. HASIL DAN PEMBAHASAN …………………………………… 33
vi
BAB V. PENUTUP
A. Kesimpulan …………………………………………………… 48
B. Saran …………………………………………………………… 48
DAFTAR PUSTAKA …………………………………………………… 49
LAMPIRAN …………………………………………………………………… 50
vii
DAFTAR GAMBAR
Gambar 1. Sapi Perah Fries Holland………………………………………………..15
Gambar 2. Hasil Visualisasi IGF-1 pada gel agarose ...............…………………… 42
Gambar 3. Hasil Visualisasi Gen Callypige dengan Marker CSSM-18 pada gel agarose
dengan penggunaan variasi PCR Mix.....................................………… 43
Gambar 4. Hasil Visualisasi IGF-1 dan Gen Callypige pada gel ND PAGE
8%……………........................………………………………………. 45
viii
DAFTAR TABEL
Tabel 1. Hasil uji kuantifikasi DNA darah segar dari Sapi Fries Holland
...............................................…………………………………… 37
1Profil Pusat Penelitian Bioteknologi
LIPI
1. Sejarah Singkat dan Perkembangan
Aktivitas penelitian dan pengembangan ilmu pengetahuan serta
aplikasinya di Indonesia semakin berkembang pesat dengan berdirinya Pusat
Penelitian dan Pengembangan (Puslitbang) LIPI pada tanggal 13 Januari 1986.
Pendirian Puslitbang LIPI ini berlandaskan atas reorganisasi Lembaga Ilmu
Pengetahuan Indonesia (LIPI) dengan Surat Keppres RI Nomor Inventaris
Tahun 1986 Puslitbang LIPI mencakup beberapa bidang kajian, salah satunya
adalah bidang bioteknologi.
Berdasarkan Surat Keputusan Menteri Riset dan Teknologi Republik
Indonesia tersebut di atas, maka sejak tahun 1993 Puslitbang LIPI dialihkan
aktivitasnya dari pusat kota Bogor ke Puslitbang LIPI Cibinong. Bidang
kajiannya adalah bioteknologi sehingga bernama Puslitbang Bioteknologi LIPI
Cibinong. Aktivitas riset bioteknologi di Puslitbang tersebut menjadi salah satu
unggulan bioteknologi pertanian.
Puslitbang Bioteknologi LIPI mengalami perubahan nama dan struktur
sejak 15 Agustus 2001 menjadi Pusat Penelitian Bioteknologi LIPI (Puslit
Bioteknologi – LIPI). Puslit ini diharapkan dapat melakukan pengembangan,
pemanfaatan, dan penerapan bioteknologi secara aplikatif dalam skala industri di
Indonesia.
2. Visi dan Misi
a. Visi
2Unggul dengan prestasi dan terhormat dengan sumbangan penerapan
dalam ilmu kebijakan dan sistem manajemen IPTEK.
b. Misi
1) Melakukan kebijakan dan manjemen IPTEK.
2) Membangun jaringan kerjasama dengan pusat-pusat lembaga di
lingkungan LIPI dan dengan pengambilan keputusan.
3) Memberikan pelayanan prima dalam sistem manajeman informasi dan
adsministrasi umum.
4) Puslit Bioteknologi LIPI menjadi pusat informasi bioteknologi Indonesia
yang merupakan bagian integral dalam pengelolaan dan penyediaan
informasi untuk kegiatan riset dan pengembangan di bidang bioteknologi
dalam rangka meningkatkan kesejahteraan dan kemajuan bangsa serta
kelestarian lingkungan dan pemanfaatan sumber daya alam.
3. Tugas, Fungsi, dan Program Kerja
Puslit Bioteknologi LIPI bertugas melaksanakan kegiatan penelitian dan
meningkatkan kemampuan masyarakat ilmiah, memberikan layanan jasa, dan
pemasyarakatan IPTEK di bidang bioteknologi sesuai dengan kebijakan yang
ditetapkan oleh ketua LIPI untuk menyelenggarakan tugas tersebut. Puslit
Bioteknologi LIPI mempunyai fungsi sebagai berikut:
a. Mempersiapkan program penelitian di bidang bioteknologi.
b. Melaksanakan kegiatan penelitian dan pengembangan di bidang rekayasa
genetika dan mikroba, biak sel, dan jaringan secara teknologi proses.
c. Melaksanakan kegiatan penerapan dan pengalihan teknologi di bidang
teknologi.
3d. Melaksanakan kerjasama penelitian dan pengembangan di bidang
bioteknologi dengan lembaga atau instansi di dalam maupun luar negeri.
e. Meningkatkan kemampuan masyarakat ilmiah dan industri di bidang
bioteknologi.
f. Memberikan pelayanan jasa dan informasi di bidang bioteknologi.
g. Mempersiapkan bahan pertimbangan sebagai masukan bagi perumusan dan
kebijaksanaan tentang pengembangan IPTEK di bidang bioteknologi.
h. Mengevaluasi hasil kegiatan penelitian dan pengembangan, pelayanan, dan
pemasyarakatan IPTEK di bidang bioteknologi, serta penyusunan
laporannya.
i. Melakukan urusan tata usaha.
Program-program kerja yang dilakukan Puslit Bioteknologi LIPI tidak
terlepas dari tugas dan fungsi Puslit Bioteknologi LIPI yang telah dijelaskan di
atas. Dengan prinsip-prinsip tersebut di atas, program penelitian diarahkan pada
biofertilisasi, kultur jaringan tanaman, kultur mikroalga, pemuliaan tanaman
melalui rekayasa genetika, pemuliaan mikroba melalui rekayasa genetika,
teknologi enzim, teknologi fermentasi polisakarida, dan transfer embrio serta
manipulasi embrio ternak.
4. Lokasi dan Tata Letak
Puslit Bioteknologi LIPI terletak di Jalan Raya Bogor Km 46, Cibinong,
Kabupaten Bogor. Lokasinya satu kompleks dengan Puslit Biologi, Puslit
Limnologi, dan Badan Koordinasi Survei Tanah dan Lahan
(BAKOSURTANAL). Posisi Puslit Bioteknologi LIPI berada paling dekat
dengan Jalan Raya Bogor.
45. Struktur Organisasi
Puslit Bioteknologi LIPI Cibinong membawahi beberapa bidang
penelitian, diantaranya:
a. Bidang Biologi Molekuler
Tugas bidang Biologi Molekuler adalah mengembangkan
kemampuan di bidang genetika molekuler dan rekayasa protein, rekombinasi
DNA, regulasi, dan ekspresi gen, untuk perbaikan sifat guna meningkatkan
nilai ekonomi produk atau proses yang diinginkan.
b. Bidang Biologi Sel dan Jaringan
Tugas bidang Biologi Sel dan Jaringan adalah mengembangkan
kemampuan di bidang biologi sel dan jaringan tumbuhan & hewan serta
mikroorganisme untuk meningkatkan nilai ekonomi produk atau proses yang
diinginkan.
c. Bidang Bioproses
Tugas bidang Bioproses adalah mengembangkan kemampuan di
bidang bioproses menggunakan hasil-hasil penelitian dari bidang Biologi
Molekuler, Biologi Sel dan Jaringan, serta mengembangkan proses
bioteknologi baru dan membakukan metode pengembangan bioproses dan
pengolahan hasilnya.
d. Bagian Tata Usaha
Bagian tata usaha terdiri dari tiga sub bagian yaitu:
1) Sub Bagian Kepegawaian
5Tugas sub bagian kepegawaian adalah melaksanakan administrasi
kepegawaian dan pengembangan SDM.
2) Sub Bagian Umum
Tugas sub bagian tersebut meliputi:
a) Melakukan urusan surat menyurat, penggandaan, kearsipan,
ekspedisi, perjalanan dinas, transportasi, protokol, persidangan,
penyaluran, penyimpanan perlengkapan barang, dan pemeliharaan
sarana serta prasarana (nonilmiah).
b) Melakukan administrasi keuangan, perbendaharaan, dan pembukuan.
3) Sub Bagian Kerjasama dan Jasa
Tugas sub bagian kerjasama dan jasa meliputi:
a) Membantu, merintis, mengkaji, dan mempersiapkan kegiatan
kerjasama penelitian di bidang bioteknologi dengan
lembaga/masyarakat di dalam dan luar negeri.
b) Melakukan pelayanan administrasi kegiatan jasa penelitian,
pelatihan, pembimbingan, dan pemagangan teknis serta konsultasi
dan pemasyarakatan ilmu pengetahuan di bidang bioteknologi.
c) Melakukan pengumpulan, pengolahan, dan pengkajian
data/informasi, publikasi, dokumentasi, perpustakaan, dan pelayanan
kepustakaan di bidang bioteknologi.
e. Bidang Sarana Penelitian
1) Sub Bidang Sarana Biologi Molekuler
Tugas sub bidang sarana Biologi Molekuler meliputi:
6a) Mengelola dan mengembangkan sarana penelitian bidang Biologi
Molekuler.
b) Melayani permintaan kerjasama penelitian, pelatihan, pembimbingan,
dan pemagangan bidang Biologi Molekuler.
c) Menyediakan informasi yang berkaitan dengan kegiatan Biologi
Molekuler.
d) Memelihara dan mengembangkan Fasilitas Uji Terbatas (FUT) untuk
organisme hasil rekayasa genetika.
e) Melayani permintaan penggunaan FUT untuk keperluan kegiatan
penelitian ekstern dan intern.
f) Mengelola dan mendokumentasikan koleksi materi genetik hasil
teknologi DNA.
2) Sub Bidang Sarana Biologi Sel dan Jaringan
Tugas sub bidang sarana Biologi Sel dan Jaringan meliputi:
a) Mengelola dan mengembangkan sarana penelitian bidang Biologi Sel
dan Jaringan.
b) Melayani permintaan kerjasama penelitian, pelatihan, pembimbingan,
dan pemagangan bidang Biologi Sel dan Jaringan.
c) Melaksanakan kegiatan konservasi in vitro tanaman, mengevaluasi,
mendokumentasikan, dan menyebarluaskan sumber daya genetika
bernilai ekonomi tinggi.
d) Menjaga dan memelihara koleksi in vitro tanaman, hewan, dan
mikroba.
7e) Melayani permintaan penyediaan material tumbuhan, hewan, dan
mikroba.
f) Menyediakan informasi yang berkaitan dengan kegiatan Biologi Sel
dan Jaringan.
3) Sub Bidang Kebun Plasma Nutfah Tumbuhan dan Hewan
Tugas sub bidang kebun Plasma Nutfah Tumbuhan dan Hewan
meliputi:
a) Melaksanakan kegiatan konservasi tumbuhan dan hewan,
mengevaluasi, mendokumentasikan, dan menyebarluaskan sumber
daya genetika bernilai ekonomi tinggi.
b) Melakukan koordinasi dan pengawasan dalam mengelola koleksi
tumbuhan dan hewan serta melayani permintaan penyediaan material
tanaman dan hewan untuk kegiatan intern dan ekstern.
4) Sub Bidang Sarana Bioproses
Tugas sub bidang sarana Bioproses meliputi:
a) Mengelola, mengembangkan, dan memelihara sarana penelitian di
bidang Bioproses.
b) Melayani permintaan kerjasama penelitian, pembimbingan, dan
pemagangan bidang sarana Bioproses.
c) Menyediakan informasi yang berkaitan dengan kegiatan penelitian
Bioproses.
d) Membantu penyediaan sarana penelitian untuk kegiatan yang
dilaksanakan di bidang Biologi Molekuler serta Biologi Sel dan
Jaringan sampai skala pilot.
86. Fasilitas
Fasilitas di Puslit Bioteknologi LIPI Cibinong, antara lain perangkat DNA otomatis dan
peralatan hitung DNA, beberapa mesin Polymerase Chain Reaction (PCR), penembak
partikel (bombardment), alat pelebur protoplasma, unit elektroforesis, Gas
Chromatography (GC), Gas-Chromatography-Mass-Spectrophotometry (GCMS), dua
unit High Performance Liquid Chromathography (HPLC), Sentrifuge dan Ultra-
Sentrifuge dengan atau tanpa suhu rendah dengan berbagai ukuran spesifik, fermentor
dalam berbagai ukuran, rumah kaca, dan Laminar Air Flow (dimiliki oleh setiap
laboratorium lebih dari satu unit, kecuali laboratorium proses kimia).
7. Sumber Daya Manusia
Puslit Bioteknologi saat ini (2014) didukung oleh tenaga kerja yang berjumlah
247 orang, 99 orang (40%) diantaranya adalah Peneliti. Pengembangan pembinaan
tenaga kerja dilakukan dengan mengirimkan staf ke berbagai institusi penelitian baik di
dalam negeri maupun di luar negeri.
Tenaga kerja berdasarkan jenjang pendidikan di Puslit Bioteknologi LIPI
Cibinong, menurut data tahun….(sebutkan karena skrg sdh berubah datanya?) terdiri
dari 19 orang bergelar Doktor, 16 orang lulusan S2, 36 orang lulusan S1, 11 orang
lulusan sarjana muda, 1 orang lulusan D2, 45 orang lulusan SLTA, 11 orang lulusan
SLTP, dan 11 orang lulusan SD. Mereka terbagi dalam berbagai jabatan yaitu 41 orang
peneliti, 29 kandidat peneliti, 4 orang teknisi, 32 kandidat teknisi, 39 orang administrasi,
3 orang kandidat pustakawan, dan 7 orang pranata komputer. Data ini sebaiknya di
konfirmasi ke Kepala Sub Bag Kepegawaian, krn sdh berubah. Minta tolong ke Ridwan
9Sumber daya ini bekerja tersebar di beberapa laboratorium yaitu 19% di
Laboratorium Bioteknologi Tanaman, 8% di Laboratorium Bioteknologi Hewan,
11% di Laboratorium Fermentasi, 8% di Laboratorium Biokimia, 12% di
Laboratorium Biologi Molekuler, 5% di Laboratorium Mikroalga, 4% di
Laboratorium Teknologi Benih, dan 33% sebagai staff pembantu.
8. Kerjasama dan Pelayanan
Puslit Bioteknologi menjalin kerjasama dengan semua pihak dalam
berbagai aspek kegiatan yaitu penelitian, pendidikan, penyelenggaraan,
pertemuan ilmiah, dan kegiatan praktis lainnya. Contoh kegiatannya adalah
Seleksi Mikroorganisme Potensial untuk Fermentasi Pati Sagu yang bekerjasama
dengan proyek JSPS, kunjungan kerja Komisi VII DPR-RI dalam diskusi ilmiah
peranan Puslit LIPI terkait dengan penangan kematian ikan di Danau Maninjau,
dan lain sebagainya. Puslit Bioteknologi menyediakan pelayanan jasa, antara
lain analisis genetik, analisis biokimia, pemeliharaan kultur mikroba, informasi
dan konsultasi penelitian, seminar dan lokakarya, pelatihan dalam berbagai
aspek, mikrobiologi, teknologi proses, dan teknologi enzim. Contoh kegiatannya
adalah program Book Charity for Library, pelatihan bagi pengusaha-pengusaha
kecil, menggelar acara Widyawicara Riset Ilmu-ilmu Hayati LIPI yang diikuti
perguruan tinggi di seluruh Indonesia, menyediakan pembimbing untuk
mahasiswa yang melakukan kegiatan seperti PKL dan penelitian baik untuk
skripsi, desertasi maupun tesis, dan lain sebagainya.
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BAB I
PENDAHULUAN
A. Latar Belakang Masalah Coba disortir, lebih diterangkan soal daging (lht
Judul) atau pertumbuhan
Di negara-negara maju, susu sudah merupakan minuman biasa dan banyak
bahan-bahan makanan yang menggunakan susu sebagai bahan dasarnya, sehingga
konsumsi susu per kapita menjadi tinggi. Sebaliknya di negara-negara berkembang,
susu pada umumnya belum merupakan minuman yang biasa di konsumsi dan
dianggap sebagai makanan mewah. Hal ini membuat konsumsi susu perkapita di
negara berkembang pada umumnya masih rendah. Namun demikian konsumsi susu
per kapita di negara-negara berkembang termasuk Indonesia terus-menerus
meningkat dari tahun ke tahun. Selama periode tahun 1978-1982, konsumsi susu
rata-rata perkapita di Indoesia mengalami peningkatan dengan rata-rata 3,5 % per
tahun. Sedangkan dalam periode tahun 1983-1987, konsumsi rata-rata per kapita
meningkat dengan rata-rata 1,3 % per tahun. Peningkatan konsumsi tersebut
berakibat terhadap permintaan susu yang semakin besar dari tahun ke tahun
Selama periode 1978-1982 kebutuhan susu meningkat rata-rata 2,8 % per
tahun dan produksi susu meningkat rata-rata 17,7 % per tahun. Sedangkan dalam
periode tahun 1983-1987, kebutuhan susu meningkat dengan rata-rata 3,8 %
pertahun dan produksi susu meningkat dengan rata-rata 13,3 % peer tahun.
Walaupun dalam kedua periode tersebut presentase peningkatan produksi susu lebih
besar dari peningkatan kebutuhan susu, tapi jumlah susu yang diproduksi belum
mampu memenuhi jumlah kebutuhan susu setiap tahunnya.
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Indonesia yang selama lima tahun terakhir mempunyai tingkat laju pertumbuhan
penduduk sebesar 1,45 %/thn, membutuhkan protein hewani dalam jumlah terus
meningkat. Dalam kurun yang sama, peningkatan kebutuhan daging dan susu mencapai
sebesar 1,03 %/thn dan 7,74 %/thn. Pada sisi lain, target konsumsi protein hewani
nasional untuk daging 10,1 kg/kap/thn baru tercapai 6,71 kg/kap/thn (66,4 %),
sedangkan untuk susu 9,35 kg/kap/thn baru tercapai 2,19 kg/kap/thn (23,4%).
Sementara perkembangan neraca penawaran dan permintaan daging sapi maupun susu
terus negatif yang pada tahun 2006 masing-masing sudah mencapai -133.600 ton dan -
1.474.250 ton (Ditjennak, 2007).
Agar kebutuhan kedua komoditas tersebut terpenuhi, oleh karenanya masih
diperlukan importasi sapi potong bakalan dan sapi perah dara dalam jumlah besar. Perlu
dipahami bahwa impor susu merupakan hal yang sangat mahal karena menguras devisa
negara. Prospek pemgembangan sapi perah dalam rangka peingkatan produksi susu di
Indonesia masih memberikan gambaran yang cukup cerah. Persoalannya sekarang
adalah bagaimana memanfaatkan potensi yang sudah ada secara optimal agar
pengembangan sapi perah tersebut dapat direalisasikan dengan sebaik-baiknya. Untuk
memacu produksi daging sapi dan susu domestik, diperlukan berbagai aplikasi
teknologi petemakan yang diprediksi bisa memberi dampak signifikan pada peningkatan
populasi dan produktivitas ternak. [Terangkan lebih ke seleksi dengan teknologi marker
agar lebih efisien dlm program pemuliaan dan seleksi sifat lebih akurat. Tekankan pada
seleksi sifat pertumbuhan bukan produksi susu]
B. Perumusan Masalah
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Berdasarkan latar belakang masalah yang telah diuraikan, dapat dirumuskan
masalah sebagai berikut:
Apakah terdapat gen pengkode sifat pertumbuhan pada sampel DNA Sapi perah
Fries Holland (FH) yang digunakan?
1. Sifat pertumbuhan apa saja yang terkait dengan gen IGF-1 yang terdapat pada
sapi Fries Holland ?
2. Apakah terdapat gen Callypige  pada Sapi perah Fries Holland?
C. Tujuan Penelitian
Tujuan dari penelitian ini antara lain:
1. Mempelajari kegiatan di laboratorium dengan basis teknologi molekuler untuk
komoditas ternak domestik
2. Mengkonfirmasi keberadaan sifat gen Callipyge (CLPG) yang terkait dengan
sifat pertumbuhan sapi perah FH dengan marker IGF-I dan CSSM18.
D. Manfaat Penelitian
Manfaat dari penelitian ini antara lain:
1. Memahami kegiatan di laboratorium yang berbasis ilmu genetika molekuler
untuk komoditas ternak ruminansia
2. Dapat mengetahui serta mempelajari sifat gen Callipyge (CLPG) yang terkait
pertumbuhan sapi perah FH dengan IGF-I dan CSSM18
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BAB II
TINJAUAN PUSTAKA
A. Sapi Perah Fries Holland
Sapi perah merupakan penghasil susu yang sangat dominan dibanding
ternak perah lainnya. Salah satu bangsa sapi perah yang terkenal adalah Sapi
perah Fries Holland (FH). Sapi ini berasal dari Eropa, yaitu Belanda (Nederland),
tepatnya di Provinsi Holland Utara dan Friesian Barat, sehingga sapi bangsa ini
memiliki nama resmi Fries Holland dan sering disebut Holstein atau Friesian saja
(Foley, dkk., 1973; Williamson dan Payne. 1993), lihat Gambar 1. Klasifikasi dari
sapi jenis Fries Holland adalah sebagai berikut :
Phylum : Chordata
Class : Mamalia
Ordo : Artiodactyla
Sub Ordo : Ruminansia
Family : Bovidae
Genus : Bos
Species : Bos taurus
Gambar 1 . Sapi Perah Jenis Fries Holland
Sapi FH mempunyai karakteristik yang berbeda dengan jenis sapi lainnya yaitu
1. Bulunya berwarna hitam dengan bercak putih
2. Bulu ujung ekor berwarna putih.
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3. Bulu bagian bawah dari carpus (bagian kaki) berwarna putih atau hitam
dari atas turun ke bawah.
4. Mempunyai ambing yang kuat dan besar.
5. Kepala panjang dan sempit dengan tanduk pendek dan menjurus ke depan
6. Pada jenis Brown Holstein, bulunya berwarna cokelat atau merah dengan
putih (Foley dkk., 1973; Ensminger, 1980; dan Makin dkk.,1980).
Sapi Fries Holland atau FH, di Amerika Serikat disebut Holstein
Friesian atau disingkat Holstein. Sedangkan di Europa disebut Friesian. Bobot
badan sapi betina dewasa yang ideal adalah 628 kg, sedangkan yang jantan
dewasa bobotnya 1000 kg. Sapi FH adalah sapi perah yang produksi susunya
tertinggi, dibandingkan bangsa-bangsa sapi perah lainya, dengan kadar lemak
susu yang rendah. Produksi susu rata-rata di Amerika Serikat 7245 kg/laktasi
dan kadar lemak 3,65%, sedangkan di Indonesia produksi susu rata-rata per hari
10 liter/ekor(Sudono, et al., 2003).
Sudono (1999) menyebutkan bangsa sapi FH murni warna bulunya
hitam dan putih atau merah dan putih dengan batas-batas warna yang jelas. Sapi
FH baik untuk menghasikan daging (beef) karena tumbuhnya cepat dan
menghasilkan karkas sangat baik. Bobot lahir anak sapi tinggi yaitu 43 kg,
tambahan lain warnalemak daging putih, sehingga baik sekali untuk
produksi veal (daging anak sapi). Sapi FH termasuk masak kelamin lambat,
tidak seperti sapi-sapi bangsa Jersey dan Guernsey yang termasuk masak dini.
Sapi FH berasal propinsi Belanda Utara dan propinsi Friesland
Barat. Bangsa sapi FH terbentuk dari nenek moyang sapi liar Bos (Taurus)
typicus primigenius yang ditemukan di negeri Belanda sekitar 2000 tahun yang
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lalu. Negeri Belanda terkenal dengan tanahnya yang subur dan banyak sehingga
menghasilkan pasutra yang sangat baik. Sapi FH dapat merumput dengan baik
pada padang rumput yang baik, artinya bangsa sapi ini memerlukan rumput yang
baik saja, jadi tidak seperti bangsa-bangsa sapi Ayshire dan Brown Swiss. Pada
musim dingin di negeri Belanda udara lebih dingin, sehingga sapi FH harus
dikandangkan, dan karena itu sapi FH sifatnya menjadi jinak. Disamping itu
kerap kali sapi betina yang laktasi diperah sambil merumput di pasutra. Ketika
bangsa sapi FH dibentuk, seleksi dilakukan terhadap produksi susu yang akan
dijadikan keju. Pada pembuatan keju membutuhkan sapi yang produksi susunya
banyak, sehingga akibat terbentuk sapi perah yang diutamakan produksi susunya
tinggi dengan kadar lemak rendah. Sapi FH memiliki komposisi susu: Air
88.01%, Protein 3.15%, Lemak 3.45%, Laktosa 4.65%, Abu 0.68%, Bahan
Kering 11.93%.(Sudono, 1999). Coba baca, semua mengenai PRODUKSI
SUSU, sementara JUDUL PKL mengenai PERTUMBUHAN, sesuaikan dg
Judul  cari referensi yg u/ pertumbuhan secara umum, baru kamu ceritakan
bahwa adakah kemungkinan sapi Perah juga pembawa sifat pertumbuhan. Kalau
ada ini informasi penting, peternak bisa menggunakan anak sapi jantannya untuk
mendukung program pemenuhan kebutuhan daging asal sapi.
B. Penanda DNA Terciri ( Marker Assisted Selection)
Salah satu tahapan penting dalam pemuliaan ternak adalah seleksi
terhadap keturunan yang membawa sifat-sifat tertentu yang diinginkan.
Pemanfaatan penanda molekuler DNA dalam proses seleksi ternak terbukti telah
memberikan hasil yang lebih baik dibandingkan cara-cara konvensional. Penanda
molekuler DNA (marker genetik) diantaranya yang sudah teridentifikasi
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berassosiasi dengan QTL (Quantitative Trait Loci) sifat yang bernilai ekonomis
dapat digunakan untuk meningkatkan akurasi, kecepatan dan intensitas seleksi
(Van der Werf, 2000).
Pada pemuliaan ternak secara konvensional, seleksi terhadap keturunan
yang membawa gen tertentu dilakukan pada level tingkat fenotipik pada tiap-tiap
generasi/keturunan. Dari segi pengaruh sisi ekonomi dan waktu, seleksi terhadap
ternak yang memiliki keunggulan genetik berdasarkan sifat fisik yang dapat
diamati secara langsung adalah sangat tidak efektif dan efisien, karena hatrus
dilakukan pengukuran setiapnindividu ternak. Walaupun demikian, metode ini
telah lama banyak berkontribusi digunakan terutama dalam kasus-kasus tertentu
seperti diagnosa untuk pembawa penyakit-penyakit genetik tertentu. Kebutuhan
untuk pengembangan pemuliaan ternak secara efisien telah mendorong
perkembangan penanda genetic, seperti Marker Assisted Selection (MAS),
(Nicholas, 1996).
Penggunaan Marker Assisted Selection (MAS) didasarkan pada
gagasan bahwa terdapat gen yang memegang peranan utama dan menjadi sasaran
atau target secara spesifik dalam seleksi (Van der Werf, 2000). Beberapa sifat yang
dikendalikan oleh gen tunggal seperti warna bulu merupakan pola pewarisan sifat
yang sederhana, namun beberapa sifat utamanya sifat produksi yang kompleks
(kuantitatif) dikontrol oleh banyak gen (polygenes) (Nicholas 1996; Noor 2008).
Gen-gen sifat kuantitatif yang memiliki pengaruh besar merupakan gen-gen yang
disebut sebagai gen utama (major gene) yang terletak pada lokus sifat kuantitatif
(QTL). Marker gen telah banyak digunakan untuk mengidentifikasi ternak sapi
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yang memiliki performa lebih bagus pada beberapa sifat komersial seperti kualitas
daging (keempukan) (Barendse et al. 2008).
Implementasi MAS yang dikombinasikan dengan teknologi reproduksi
dalam industri peternakan telah menguasai pasaran genetik dalam bisnis global.
Hal ini telah memungkinkan plasma nutfah dari suatu individu menghasilkan
keturunan dalam jumlah besar untuk kemudian dievaluasi secara genetik dalam
berbagai manajemen dan lingkungan.
Kombinasi seleksi menggunakan Marker DNA Terciri (Marker Assisted
Selection/MAS) dengan Teknologi reproduksi dapat memperpendek interval
generasi sekitar 45 – 69 bulan pada sapi. (Bishop et al., 1995) dan mempercepat
kemajuan genetik yang diinginkan pada ternak. Kalimat perbaiki, tdk jelas.
YAKINKAN bahwa urain kalimat di atas TIDAK meng copy apa adanya, ingat
etika penulisan, hindari plagiarisme!
C. Insulin Like-Growth Factor 1 (IGF-1)
Insulin-like growth factors adalah protein pengangkut di (dalam) darah.
Nama Insulin-like growth factors diberikan kepada molekul ini karena persamaan
struktural dengan hormon insulin. Saat ini, IGF-I merupakan subyek riset di
bidang peternakan dalam kaitan dengan pengaruhnya terhadap berbagai proses
metabolisme di dalam tubuh. Insulin-like growth factor-I (IGF-I) adalah suatu
polipeptida yang meningkatkan perkembangbiakan sel (Svoboda dan Van Wyk,
1983) dan pengambilan gula oleh sel (Poggi et al., 1979).
Beberapa peneliti telah melaporkan korelasi antara konsentrasi IGF-I
dengan berbagai sifat kuantitatif, diantaranya adalah berat sapih, berat pasca-sapih
(Davis dan Simmen, 1997), laju pertumbuhan pada babi (Buonomo et al., 1987),
18
pertumbuhan janin pada domba (Gluckman et al., 1983), ukuran tubuh, berat
janin, total berat placental, dan berat kelenjar susu pada tikus (Kroonsberg et al.,
1989), dan dengan pertumbuhan pada manusia (Merimee et al., 1982).
Insulin-like Growth Factor 1 (IGF1) adalah peptida kecil dari 70 asam
amino dengan masa molekul 7649 Da (Laron, 2001) yang muncul pada tahap
sangat awal dalam evolusi vertebrata dari gen insulin-jenis tetuanya (Chang et
al. 1990). IGF-1 pertama kali diidentifikasi pada tahun 1950 dan bernama
sulphation faktor (Salmon and Daughaday 1957). IGF 1 juga dikenal sebagai
non-insulin-suppressible (Froesch et al. 1963) dan somatomedin C (Daughaday
et al. 1972). Nama IGF-1 diadopsi pada tahun 1970 karena kesamaan struktur
dengan insulin dan mempromosikan kegiatan pertumbuhan (Rinderknecht dan
Humbel 1976). Insulin like growth factors (IGFs) memiliki struktur dan fungsi
yang sama seperti insulin, dan dapat dibagi menjadi IGF-1 dan IGF-2, yang
keduanya mengerahkan tindakan biologis pada perkembangan embrio dan
pertumbuhan. IGF-1 adalah salah satu dari dua ligan dari sistem IGF. Sistem
IGF juga mencakup dua reseptor, enam afinitas tinggi IGF binding protein
(IGFBPs) dan protease IGFBP (Hwa et al, 1999). IGF 1 mengerahkan
dampaknya pada proliferasi sel, diferensiasi, dan kelangsungan hidup melalui
reseptor sendiri (Benito et al, 1996;. Vincent and Feldman 2002).
Pada vertebrata, insulin-like growth factor 1 (IGF1) atau gen
somatomedin memainkan peran kunci dalam berbagai proses fisiologis dan
metabolisme, di mana IGF-1 dan hormon pertumbuhan atau somatotrophin
terlibat dalam poros somatotropik. IGF-1 adalah mediator berbagai pengaruh
biologi, misalnya, meningkatkan penyerapan glukosa, merangsang myogenesis,
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menghambat apoptosis, berpartisipasi dalam aktivasi genetik siklus sel,
meningkatkan sintesis lipid, merangsang produksi progesteron dalam sel granular,
dan intervensi dalam sintesis DNA, protein, RNA, dan dalam proliferasi sel
(Etherton, 2004). IGF-1 telah terbukti untuk meningkatkan tingkat dan jangkauan
perbaikan otot setelah cedera dan meningkatkan laju pertumbuhan otot dari
pelatihan (Anonim, 2012)b. IGF-I ternak dikodekan oleh gen yang isinya lima
ekson dipisahkan oleh intron dan terletak di kromosom 5
D. CSSM 18 dan gen Callypige
Penggunaan marka mikrosatelit telah terbukti menyokong mempermudah
penelusuran keberadaan gen Callypige. Oleh karena itu marka tersebut
disimpulkan dapat digunakan untuk melacak anak keturunan domba yang
membawa gen Callypige. Secara fenotipik gen Callypige memiliki karakteristik
pola segregasi yaitu sifat penurunan mutasi gen dari tetua kepada anaknya atau
generasi berikutnya yang tidak mengikuti hukum Mendel, tetapi cenderung lebih
bersifat polar overdominan (Cockett et al, 1997; Freking et al, 1998). Ternak
Callypigous lebih besar ditentukan dari hasil segregasi pejantan yang memiliki
fenotipik Callypige dengan induk yang normal (Cockett et al, 1997).
Sifat pertumbuhan hipertrophi pada potongan karkas bagian belakang
(pinggul dan paha) baru ditemukan pada pertengahan dasawarsa sembilan puluhan
dimana efek positif yang ditemukan adalah besarnya laju pertumbuhan jaringan
sel otot sebesar dua kali dari pertumbuhan normal (Carpenter et al, 1996), melalui
penelitian yang lebih intensif, beberapa tahun kemudian baru diketahui bahwa
sifat pertumbuhan tersebut dikontrol oleh gen yang disebut Callypige. Sampai saat
ini telah disimpulkan bahwa gen tersebut merupakan gen tunggal dominan
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autosomal (Snowder et al, 1994). Proyeksi jangka panjang bahwa gen ini
diharapkan dapat dikloning untuk tujuan yang lebih bermanfaat bagi kesejahteraan
manusia.
Peranan gen Callypige sangat penting karena memiliki nilai ekonomi
tinggi bagi industri peternakan seperti halnya pada gen Keratin yang berperan
dalam mengekspresikan sifat kualitas wool yang dihasilkan (Parsons et al, 1996)
E. Metode Ekstraksi DNA (Montgomery and Sise, 1990) J.A (Nacl Jenuh)
Pelisisan sel darah merah dilakukan dengan penambahan larutan RCLB
yang tersusun dari NH4Cl, KHCO3, EDTA pH 8 dan Mili-Q water serta
penambahan larutan TBS yang tersusun dari NaCl, KCl, Trizma Base dan Mili-Q
water (pH 7,4). Larutan TE Buffer digunakan untuk melisisikan sel-sel darah
putih. Protein-protein seluler dihancurkan dengan penambahan proteinase K.
Proteinase K merupakan protease tipe subsitin yang sangat aktif yang dimurnikan
dari mold Tritirachium album limber. Enzim tersebut memiliki dua sisi
pengikatan untuk Ca++. Karena adanya aktifitas turunannya sering kali
mencukupi untuk mendegradasi protein yang umumnya mengkontaminasi asam
nukleat maka digesti dengan proteinase K sering digunakan bersamaan dengan
penggunaan EDTA untuk menghambat aksi Mg++ yang merupakan dependen
nuklease (Sambrook et al., 1988)
Selain proteinase K , NaCl konsentrasi tinggi yang digunakan juga dapat
menghilangkan protein (Montgomery and Sise, 1990). Dengan adanya garam
(kation monovalen Na+) dan pada temperatur -20 atau kurang, etanol absolut akan
memprespitasikan asam nukleat polimerik dengan baik (Brown, 1991)
F. Isolasi DNA
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Pada umumnya sel-sel darah merah pada mamalia tidak berinti
sehingga DNA yang akan diekstraksi berasal dari sel-sel darah putih yang berinti
(Lehninger 1990 :212). DNA yang diekstraksi dari darah sering digunakan dalam
penyusunan peta pendahuluan. Sel darah yang berinti harus dikonsentrasikan dari
keseluruhan darah terlebih dahulu untuk digunakan sebagai sumber DNA. Standar
persiapan ekstraksi DNA dapat dilakukan dengan 2-50 ml darah. Darah dikoleksi
dengan menggunakan EDTA atau heparin sebagaianti koagulan. Sel-sel darah
putih diisolasi dari keseluruhan darah yang disentrifugasi setelah proses pelisisan
sel-sel darah merah (Birreen and Lai 1993 : 52).
TDK “&” tetapi “and” atau “dan”, juga TDK “dkk” ttp “et al” in English
G. Elektroforesis
Menurut Weaver (1999) ukuran DNA dapat diestimasi dengan teknik
gel elektroforesis. Pada teknik elektroforesis potongan DNA ditempatkan pada
bagian atas sebuah gel yang terbuat dari agarosa atau poliakrilamid. Aliran listrik
dilewatkan pada gel tersebut dan potongan atau fragmen DNA akan bergerak
dengan rataan yang sesuai dengan panjang fragmennya. Semakin kecil fragmen
maka semakin cepat pergerakannya. Pergerakan fragmen akan menghasilkan
sebuah band atau pita (Lewin 1987 : 75). DNA bersifat asam, sehingga akan
bermuatan negatif pada pH netral dan pada proses elektroforesis akan bermigrasi
ke arah kutub positif atau anoda ( Weaver 1999 : 38)
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BAB III
METODE PENELITIAN
A. Waktu dan Tempat Pelaksanaan
Penelitian ini telah dilaksanakan pada tanggal 20 Januari – 14 Februari 2014
di Laboratorium Genetika Molekuler Hewan Pusat Penelitian Bioteknologi LIPI
Cibinong. Jl. Raya Bogor KM 46, Bogor, Jawa Barat.
B. Alat dan Bahan
1. Pembuatan Reagen
Alat yang digunakan antara lain adalah Timbangan Analitik, Gelas Ukur,
Pipet dan PH Meter. Bahan yang digunakan antara lain Larutan pH7 ;
RCLB 250 ml, pH 7,2 ; TBS 250 ml, pH 7,4 ; SDS 5 % ; Proteinase K
Solution ; Tris 1 M, 250 ml, ph 8 ; EDTA 0,5 M, 200 ml dan TE Buffer
250 ml, Ph 8
2. Pengambilan sampel darah dan
Alat yang digunakan antara lain Vacutainer EDTA, Holder dan Jarum
Needle.
3. Ekstraksi DNA
a. Koleksi White Blood Cell
Alat yang digunakam antara lain Tabung Eppendorf 1,5 ml, Sentrifuge,
Vortex, Mikropipet P1000 & Tip Biru. Bahan yang digunakan antara lain
RCLB, Sampel DNA FriesHolland, TBS
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b. Protein Lysis
Alat yang digunakan antara lain vortex, sentrifuge, inkubator shaker,
parafilm. Bahan yang digunakan antara lain Proteinase K dan Sampel
DNA Fries Holland
c. Isolasi dan Pemancingan DNA
Alat yang digunakan antara lain, Sentrifuge, Inkubator Shaker, Tabung
Reaksi, Tissue Kimwipe, Mikropipet P 1000 & Tip Biru, Pipet Pasteur,
Autoklaf, Tissue Handuk, Bunsen Spirtus. Bahan yang digunakan antara
lain. Alkohol 70 %, Alkohol 96 % Dingin, Sampel DNA Fries Holland,
dH20 dan Nacl Pekat
4. Kuantifikasi DNA
Alat yang digunakan antara lain GeneQuant, Cuvet dan Mikropipet P 10
serta Tip Putih. Bahan yang digunakan antara lain Aquades dan Sampel
DNA Fries Holland
5. PCR
Alat yang digunakan antara lain Mikropipet P 200 dan P 10 serta Tip Kuning
(..ul) dan Putih (…ul), Eppendorf 0,2 ml, Laminar Air Flow, PCR. Bahan
yang digunakan antara lain Master mix Kappa (BIOSYSTEM), Sampel
DNA Fries Holland, Primer IGF-1 (Forward dan Reverse), Primer CSSM
(Forward dan Reverse) dan TE Buffer10 x, MgSO4, dNTP, Taq Polimerase
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6. Elektroforesis dan Visualisasi
Alat yang digunakan antara lain Mikropipet P 200 dan P 10 serta Tip
Kuning dan Putih, Elektroforesis Kit (Horizontal dan vertikal ). Bahan yang
digunakan antara lain Gel Agarose 1 % , dan ND PAGE 8 %.
C. Prosedur Kerja
1. Pembuatan Reagen
1) RCLB 250 ml, pH 7,2
Seluruh bahan (sebutkan nama bahan saja, tanpa vol /berat) ditimbang sesuai
takaran, yang telah ditentukan. Kemudian bahan yang telah ditakar
dicampurkan dimasukkan ke dalam satu wadah 1L Erlenmeyer (CEK!!)
kemudian dan ditambahkan H2O sebanyak 200 ml. Reagen tersebut
kemudian diukur PH nya hingga mencapai pH 7,2. Apabila telah mencapai
PH yang diinginkan reagen ditambahkan dengan H2O hingga mencapai
volume 250 ml. Apabila tidak mencapai pH 7,2 (misal lebih atau terll asam
<7), apa yg dilakukan??
2) TBS 250 ml, pH 7,4
Seluruh bahan (sebutkan nama bahan saja, tanpa vol /berat) ditimbang sesuai
takaran, dimasukkan yang ditentukan kemudian dicampurkan ke dalam satu
wadah 1L Erlenmeyer (CEK!) dan ditambahkan dH2O sebanyak 200 ml.
Reagen tersebut kemudian diukur pH nya hingga mencapai pH 7,4, apabila .
Setelah mencapai pH yang diinginkan kemudian reagen ditambahkan dengan
dH2O hingga mencapai volume 250 ml. Apabila tidak mencapai pH 7,4 apa
yg dilakukan?? misal lebih atau terll asam <7
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3) SDS 5 %
SDS sebanyak 5 gr dilarutkan ke dalam 50 ml dH2O
4) TE Buffer 250 ml, pH 8
Seluruh bahan (sebutkan nama bahan saja, tanpa vol /berat) ditimbang
sesuai takaran, masukkan yang ditentukan kemudian dicampurkan ke
dalam 1L Erlenmeyer (CEK!) satu wadah dan ditambahkan dH2O
sebanyak 200 ml. Reagen tersebut kemudian diukur pH nya hingga
mencapai PH 8. Apabila telah mencapai pH yang diinginkan reagen
ditambahkan dengan dH2O hingga mencapai volume 250 ml. Apabila
tidak mencapai pH 8 apa yg dilakukan??
5) Larutan Proteinase K Solution
Seluruh bahan (sebutkan..) ditimbang sesuai takaran ke
dalam…….(nama wadah dan ukurannya) dtambah ….?? yang telah
ditentukan kemudian dicampurkan ke dalam satu wadah
2. Pengambilan sampel darah Sapi Perah Fries Holland
Sebanyak 2 ekor sapi perah FH dipilih yang berumur sama dan memiliki
postur tubuh yang relatif sama. Selanjutnya diambil Sampel darah
diambil dari bagian arteri caudalis yaitu pada bagian bawah pangkal ekor
sapi FH
3. Ekstraksi DNA
a) Koleksi White Blood Cell
Sampel darah sapi FH sebanyak 1 ml dipindahkan pada tube kemudian
ditambahkan dengan 3 ml RCLB dan Selanjutnya sampel darah didiamkan
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selama 10 menit kemudian divortex hingga homogen. Sampel kemudian di
sentrifuge selama 10 menit dengan suhu 4oC dan kecepatan 3500 rpm.
Supernatan yang didapatkan kemudian dibuang. Tahapan diatas dilakukan
hingga sampel berubah warna menjadi bening. Setelah sampel berubah menjadi
bening ditambahkan dengan larutan TBS sebanyak 2 ml kemudian divortex dan
disentrifuge, supernatan yang didapatkan kemudian dibuang. Sampel pelet
ditambahkan dengan larutan TBS sebanyak 4 ml kemudian kembali di vortex
dan di sentrifuge dan supernatannya dibuang. Selanjtnya Ke dalam sampel pelet
ditambahkan kembali dengan larutan TBS sebanyak 3 ml kemudian di vortex
dan di sentrifuge. Langkah terakhir, Sampel (pelet, CEK!) ditambahkan dengan
3 ml larutan TBS lalu disimpan dalam freezer
b) Protein Lysis
Sampel pellet diambil dari dalam freezer kemudian disentrifuge selama
10 menit pada suhu 4oC dan kecepatan 3500 rpm. Selanjutnya, Ke dalam sampel
ditambahkan dengan larutan Proteinase K solution sebanyak 0,75 ml kemudian
divortex hingga homogen. Apabila Setelah homogen, sampel disimpan ke dalam
tube. Tutup tube kemudian dan di lapisi dengan parafilm kemudian tube
diletakkan dalam inkubator shaker selama overnight dengan suhu 37oC dan
kecepatan 120 rpm
c) Pemancingan DNA (Metode Nacl Pekat)
Seluruh peralatan yang akan digunakan dalam tahapan ini (Tabung
reaksi, Pipet Pasteur, Tabung eppendorf 1,5 ml dan tip biru) disterilisasi terlebih
dahulu di dalam  autoklaf (suhu..oC). Sampel kemudian diambil dari inkubator
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shaker kemudian ditambahkan dengan Nacl Pekat sebanyak 750 µl kemudian
diaduk dengan ‘gerakan 8’ dan di sentrifuge selama 10 menit (3500 rpm, 4oC).
Langkah selanjutnya akan dilakukan isolasi DNA dengan alkohol 96 % dingin.
Alkohol 96 % dingin dimasukkan kedalam tabung reaksi (brp ml?) hingga
seperempat bagian kemudian supernatan hasil sentrifuge dipindahkan ke dalam
tabung reaksi (pellet dan lendir tidak boleh ikut masuk ke dalam tabung reaksi).
Apabila terdapat bentuk berupa benang, itu adalah DNA, Akan terbentuk benang
DNA kemudian benang DNA tersebut dikoleksi/dipancing menggunakan Pipet
Pasteur yang telah dimodifikasi (berbentuk kait, menggunakan bara api dan
pinset). DNA yang telah terambil terkoleksi kemudian dicuci dalam alkohol 70
% dan dikeringkan menggunakan Tissue Kimwipe kemudian dan dimasukkan ke
dalam tabung 1,5ml ependdorf yang telah berisi dH2O sebanyak 100 µl. Tabung
eppendorf yang telah berisi sampel kemudian di shaker selama satu hari dalam
inkubator shaker (150 rpm, 24oC), berikutnya Setelah proses shaker berakhir
sampel disimpan dalam freezer.
4. Kuantifikasi DNA
Untuk menentukan Konsentrasi sampel DNA maka diketahui dengan
dilakukan kuantifikasi dengan menggunakan GeneQuant. GeneQuant memiliki
cuvet sebagai wadah penampung sampel DNA. Untuk mengukur konsentrasi
DNA, cuvet dibersihkan terlebih dahulu dengan aquades kemudian sisa aquades
diambil dengan mikropipet. Sampel sebanyak 3 µl kemudian dimasukkan ke
dalam cuvet secara hati-hati. Selanjutnya, GeneQuant disetel (set up) pada mode
DNA kemudian klik enter. Konsentrasi dan kemurnian yang didapat kemudian
dicatat. Setelah selesai melakukan pengukuran cuvet dibersihkan kembali
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5. Polymerase Chain Reaction
Sebelum memulai running PCR terlebih dahulu dibuat master mix. Terdapat 2
jenis PCR mix yang digunakan dalam penelitian kali ini, yaitu master mix
Kappa dan PCR mix campuran Buffer, MgSO4, dNTP dan Taq Polimerase.
Untuk sampel dengan Primer IGF-1 menggunakan master mix kappa sedangkan
untuk sampel dengan Primer CSSM menggunakan PCR mix dan master mix
Kappa. Pencampuran master mix dan sampel DNA dilakukan di dalam Laminar
Air Flow untuk meminimalisir resiko kontaminasi. Sampel DNA sebanyak 0,2
µl dimasukkan ke dalam tabung eppendorf 0,2 ml kemudian ditambahkan
dengan master mix dan Primer sebanyak 12,5 µl lalu disentrifuge menggunakan
hand sentrifuge. Pada penelitian kali ini digunakan 2 primer dengan 2 kali proses
PCR, yang pertama Primer IGF-1 (R&F) dan yang kedua Primer CSSM (R&F)
Sampel yang telah siap kemudian di masukkan ke dalam PCR dan akan
menjalani proses PCR. Berhubung digunakan 2 primer yang berbeda maka akan
dilakukan 2 kali program PCR degan set up sebagai berikut :
PCR dengan Primer IGF-1 (diletakkan pada lubang ke 7)
a. Initial Denaturation 95oC 3 menit
b. Denaturation 95oC 45 detik
c. Annealing 60oC 1 menit
d. Elongasi 70oC 1 menit
e. Final Extension 70oC 4 menit
f. Final Hold 10oC ∞ (sebutkan apa maksudnya)
PCR dengan Primer CSSM ( diletakkan pada lubang ke 4 )
a. Preheat 105 oC
b. Initial Denaturation 95oC 3 menit
c. Denaturation 95oC 45 detik
d. Annealing 58,5oC 1 menit
e. Elongasi 70oC 1 menit
30 Siklus
30 Siklus
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f. Final Extension 70oC 4 menit
g. Final Hold 10oC ∞ (sebutkan apa maksudnya)
6. Elektroforesis dan Visualisasi
Pada penelitian kali ini dilakukan 2 kali proses elektroforesis untuk
mendapatkan visualisasi pita band DNA secara optimal yaitu sebagai
berikut:
 Elektroforesis Horizontal
Elektroforesis horizontal menggunakan gel agarose 6 % dan buffer TE 1
x sebanyak 40 ml. Setelah agarose dicetak kemudian loading dye
sebanyak 1 µl diletakkan diatas kertas parafilm. Sampel DNA sebanyak
5 µl ditambahkan ke atas parafilm kemudian dicampur dengan
menggunakan mikropipet. Sampel DNA yang telah tercampur dengan
loading dye kemudian dimasukkan ke dalam sumuran agarose dengan
menggunakan mikropipet ke dalam sumuran juga dimasukkan marker
sebanyak 3 µl. Sampel DNA di running selama 60 menit dengan voltase
100 watt. Gel yang telah di running kemudian di rendam dalam larutan
EtBr selama 30 menit. Gel kemudian di visualisasikan diatas UV
illuminator dan didokumentasikan
 Elektroforesis Vertikal
Elektroforesis vertikal menggunakan gel Polyakrilamid ND PAGE 8 %
yang dibuat dari Acrylamide 40 %, H2O, TBE 5x, APS, dan Temed.
Setelah gel mengeras kemudiang sampel dan marker diloading ke dalam
sumuran. Sebelum meloading sampel terlebih dahulu sisa sampel dari
percobaan sebelumnya dicampur dengan 3 µl loading dye. Setelah
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sampel dan marker siap kemudian dilakukan running elektroforesis
selama dua jam dan arus 5 mA. Gel yang telah di running kemudian di
rendam dalam larutan EtBr selama 30 menit. Gel kemudian di
visualisasikan diatas UV illuminator dan didokumentasikan
BAB IV
HASIL DAN PEMBAHASAN
Permasalahan yang dihadapi dalam bidang peternakan di Indonesia antara
lain adalah masih rendahnya produktifitas dan mutu genetik ternak. Keadaan ini
terjadi karena sebagian besar peternakan di Indonesia masih merupakan peternakan
konvensional,dimana mutu bibit, penggunaan teknologi dan keterampilan peternak
relatif masih rendah. Oleh karena itu penerapan bidang bioteknologi di bidang
peternakan harus diaplikasikan seoptimal mungkin. Penerapan bioteknologi dapat
diaplikasikan mulai dari tingkatan genetik dan molekuler. Dalam penelitian ini
aplikasi bioteknologi yang diterapkan untuk mengkonfirmasi sifat pertumbuhan
menggunakan beberapa primer yang telah diketahui sehingga nantinya dapat
ditemukan indukan dengan sifat gen unggul yang dapat dimanfaatkan untuk
menghasilkan kualitas ternak terbaik.
Penelitian ini berjudul Konfirmasi Sifat Pertumbuhan pada Sapi perah Fries
Holland dengan marker IGF-1 dan CSSM-18. Pada penelitian ini digunakan marker
yang sudah teridentifikasi untuk dapat mengkonfirmasi keberadaan gen-gen pada
sapi FH yang berkorelasi dengan sifat pertumbuhan yaitu gen IGF-1 dan gen
Callypige. Marker tersebut kemudian dapat berassosiasi dengan QTL (Quantitative
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Trait Loci) yang bernilai ekonomis sehingga dapat digunakan untuk meningkatkan
akurasi, kecepatan dan intensitas seleksi. Untuk dapat mengkonfirmasi keberadaan
gen IGF-1 dan Callypige tersebut maka dilakukanlah beberapa tahapan kerja yaitu
pengambilan sampel darah, ekstraksi DNA, kuantifikasi DNA, PCR serta
elektroforesis dan visualisasi.
A. Pengambilan Sampel Darah
Sampel darah diambil dari dua ekor sapi perah Fries Holland dengan
umur (…tahun) dan bobot (..Kg) yang hampir sama. Pengambilan sampel
dilakukan melalui arteri caudalis dan menggunakan vacutainer EDTA yang
mengandung antikoagulan agar darah tidak cepat menggumpal. Sebutkan berapa
ml vol darah yg dikoleksi!!
B. Ekstraksi DNA
a. Koleksi White Blood Cell
Koleksi sel darah putih dilakukan melaui penambahan reagen RCLB
yang berfungsi untuk melisiskan sel darah merah dan menarik sel darah putih
keluar. Setelah penambahan RCLB untuk dapat mengoptimakkan reaksi nya
maka sampel didiamkan dan divortex agar rragen RCLB menjadi homogen
dengan sampel dan pelisisan sel darah merah menjadi optimal. Penambahan
RCLB terus dilakukan hingga sampel menjadi berwarna bening dan tidak
kemerahan lagi. Untuk dapat memisahkan sel darah putih dan pengotor ataupun
sel darah merah maka dilakukan sentrifugasi. Dengan sentrifugasi maka akan
terbentuk dua fasa zat yaitu supernatan dan pellet. Sampel darah merah yang
diinginkan berada pada dasar tube atau dinamakan pellet. Prinsip kerja
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sentrifuge sendiri berdasarkan gaya sentrifugal untuk memisahkan zat-zat
dengan komponennya. Zat yang beratnya lebih berat akan tertinggal di dasar
sedangkan yang berat nya lebih ringan akan melayang.
Setelah sampel menjadi bening maka dilakukan penambahan reagen TBS
yang berfungsi untuk memisahkan sel darah putih dari sel darah merah dan
pengotor. TBS ditambahkan beberapa kali dengan jumlah yang berbeda-beda
hingga sampel menjadi bening. Setelah dirasa cukup bening TBS terakhir
ditambahkan dan sampel disimpan dalam kulkas.
b. Protein Lysis
Untuk mendapatkan DNA yang murni maka terlebih dahulu harus
dipisahkan dari protein-protein pengotor. Demi keperluan tersebut maka
ditambahkan lah proteinase K solution ke dalam sampel. Proteinase K
merupakan protease tipe subsitin yang sangat aktif yang dimurnikan dari mold
Tritirachium album limber. Enzim tersebut memiliki dua sisi pengikatan untuk
Ca++. Karena adanya aktifitas turunannya sering kali mencukupi untuk
mendegradasi protein yang umumnya mengkontaminasi asam nukleat maka
digesti dengan proteinase K sering digunakan bersamaan dengan penggunaan
EDTA untuk menghambat aksi Mg++ yang merupakan dependen nuklease
(Sambrook. dkk, 1988).
Untuk mengoptimalkan kerja dari proteinase K, maka setelah
penambahan proteinase K sampel diinkubasi dalam inkubator shaker selama
overnight. Diharapkan dalam waktu overnight tersebut seluruh protein pengotor
yang tidak diinginkan akan mengalami pelisisan sehingga didapatkan DNA
murni
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c. Pemancingan & Isolasi DNA
Isolasi DNA menggunakan metode Nacl Pekat yang mudah untuk
diaplikasikan. Setelah sampel diambil dari inkubator shaker kemudian
ditambahkan Nacl Pekat ke dalam tabung reaksi. Nacl Pekat berfungsi untuk
mengikat DNA dan mengendapkan DNA. Setelah penambahan Nacl sampel
kembali di sentrifugasi untuk memisahkan DNA dengan pengotor-pengotornya.
Setelah sentrifugasi selesai dilakukan maka supernatan dituang ke dalam tabung
reaksi yang telah berisi alkohol 96 % dingin.
Alkohol 96 % dingin berfungsi untuk menarik benang DNA keluar,
setelahnya akan didapatkan benang DNA yang melayang yang kemudian
dipancing menggunakan pipet pasteur yang sudah dimodifikasi ujungnya.
Benang DNA yang telah terpancing kemudian dikeringkan diatas tissue
Kimwipe. Digunakan tissue kimwipe karena serat pada tissue ini merupakan
serat khusus yang tidak akan menempel pada DNA. Setelah itu DNA dicuci ke
dalam alhohol 70 % dan diletakkan dalam tabung eppendorf berisi dH2O. Harus
dipastikan terlebih dahulu bahwa sebelum memulai tahapan isolasi DNA ini
seluruh peralatan yang digunakan telah disterilisasi di dalam autoklaf untuk
mencegah resiko kontaminasi.
C. Kuantifikasi DNA
Sebelum memasuki tahapan PCR, terlebih dahulu harus dipastikan
mengenai konsentrasi dan kemurnian DNA yang didapatkan agar proses
amplifikasi di PCR berjalan secara optimal.  Pada penelitian kali ini kuantifikasi
DNA dilakukan menggunakan GeneQuant. GeneQuant merupakan alat yang
dapat digunakan untuk menghitung konsentrasi dan kemurnian dari asam
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nukleat dan protein dari sampel. GeneQuant juga dapat digunakan untuk
menghitung densitas kultur sel bakteri dalam skala luas dari volume sampel.
Kerja GeneQuant didasari prinsip spektrofotometer, dengan mengukur
absorbansi dan konsentrasi dari panjang gelombang. Alat ini diistilahkan sebagai
DNA/RNA calculator (Dwi, 2009)
GeneQuant dapat mengukur absorbansi sampel pada panjang gelombang
230, 260, 280, dan 320 nm tanpa menggunakan pewarna. Konsentrasi DNA
dapat diukur dari absorbansi pada panjang gelombang 260nm
(A260).Perhitungannya berdasarkan rasio A260/A280. RNA diukur pada
spektroskopi A260/A280.Selain dapat mengestimasi kemurnian sampel
(membandingkan konsentrasi A260/A280 dengan nilai yang sudah diketahui),
GeneQuant dapat mengukur konsentrasi dari DNA utas tunggal, DNA utas
ganda, serta RNA dari sampel dalam satuan µg/mL, mg/mL, pmol/µL, dan fosfat
µM. Selain itu GeneQuant juga dapat mengukur konsentrasi protein,
molekul/mL, jumlah oligonukleotida sintetik (dari perbandingan antara
konsentrasi sebenarnya dengan nilai yang sudah diketahui), serta nilai Tm
(Pharmacia, 1994).
Pada GeneQuant ini terdapat alat penting yaitu cuvet yang berfungsi
sebagai wadah sampel yang akan diujikan. Cuvet pada GeneQuant ini memiliki
2 daerah dimana bagian bawah merupakan daerah gelap sedangkan bagian atas
merupakan daerah terang. Bentuk dalam dari cuvet yang digunakan untuk
melakukan kuantifikasi DNA adalah berupa sumuran letter U yang memiliki dua
jalur masuk. Antara jalur satu dengan yang lain saling berhubungan. Sangat
penting untuk melakukan kalibrasi cuvet sebelum dan sesudah kuantifikasi DNA
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agar kondisi cuvet tetap dalam kulaitas baik dan hasil kuantifikasi DNA menjadi
akurat. Kalibrasi cuvet menggunakan aquades.
Kemurnian dan konsetrasi DNA yang didapatkan adalah sebagai berikut:
ditampilkan seperti pada Tabel 1.
Tabel 1. Hasil pengukuran kuantifikasi DNA menggunakan Gene Quant
Nama Sampel Kemurnian Konsentrasi
Sapi 1 1,781 91,7 ng/µl
Sapi 2 1,738 84,8 ng/µl
Menurut Muladno (2010) konsentrasi DNA minimal yang dibutuhkan dalam
suatu proses PCR adalah 50 ng/µl dengan kemurnian antara 1,8 – 2,0.
Berdasarkan kuantifikasi DNA sampel yang dilakukan, memang diperoleh
kemurnian yang didapatkan masih dibawah angka yang disarankan tetapi karena
konsentrasi yang didapatkan sudah melebihi batas minimal yang dibutuhkan
maka sampel diasumsikan layak untuk dijalankan pada proses PCR selanjutnya.
D. Polymerase Chain Reaction (PCR)
Polymerase Chain Reaction merupakan suatu proses perbanyakan DNA
tanpa melalui suatu organisme. PCR berdasarkan kemampuan DNA Polymerase
dalam membuat strand DNA baru yang komplemen terhadap strand templat
yang ditawarkan. karena DNA Polymerase hanya dapat menambahkan
nukleotida yang sebelumnya sudah ada di grup 3'-OH maka dibutuhkan lah
sebuah primer yang dapat menambahkan nukleotida pertama. hal ini membuat
primer dapat menentukan secara spesifik daerah dari sekuens template yang
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diinginkan untuk diperbanyak. pada akhir reaksi PCR sekuens spesifik akan
terakumulasi menjadi jutaan cetakan (copies), (NCBI, 2013)
Dalam suatu reaksi PCR terdapat beberapa komponen yang dibutuhkan
untuk keberjalanan proses, yaitu :
a. DNA template
DNA sample yang berisikan sekuens target yang akan diamplifikasi.
Pada awal reaksi PCR, temperatur yang tinggi diberikan kepada DNA
template untuk memiahkan DNA pita ganda menjadi DNA pita tunggal.
b. Primer
Bagian pendek dari ssDNA yang komplemen terhadap sekuens target.
Polymerase memulai sintesis DNA dari bagian akhir primer.
c. Nukleotida
Basa tunggal berupa Adenin, Guanin, Sitosin atau Timin yang berfungsi
sebagai building block pembuatan strand DNA baru.
d. DNA Polymerase
Suatu enzim yang berfungsi dalam sintesis strand DNA baru yang
komplemen terhadap sekuens target. Umumnya DNA polymerase
menggunakan Taq Polimerase yang disintesis dari Thermis aquaticus. DNA
polmerase umumnya memiliki sifat resisten terhadap panas (NCBI, 2013).
Pada penelitian kali ini dilakukan beberapa kali running PCR untuk
menentukan suhu annealing yang tepat bagi masing-masing marker. Variasi
suhu annealing yang digunakan adalah 58,8oC untuk CSSM-18 dan 60oC
untuk IGF-1. Untuk mempersingkat waktu pengerjaan, setiap running PCR
yang menggunakan variasi suhu annealing maka diberlakuka sistem gradien
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dimana masing-masing whell dalam PCR memiliki suhu yang berbeda.
Sampel DNA yang menggunakan marker CSSM-18 ditempatkan pada whell
ke empat sedangkan untuk sampel DNA yang menggunakan marker IGF-1
ditempatkan pada whell ke 7. Untuk mengoptimalkan hasil PCR tidak hanya
dilakukan penentuan suhu annealing yang tepat tetapi juga digunakan variasi
PCR mix menggunakan PCR mix komersil dan manual.
Pada umumnya PCR bekerja dalam 3 tahapan yaitu denaturasi,
annealing, dan elongasi. Pada tahapan denaturasi ikatan hidrogen pada DNA
terputus sehingga dsDNA menjadi ssDNA. Kemudian pada tahapan
annealing, primer akan menempel pada ssDNA dan membentuk ikatan ionik.
Agar primer dapat menempel secara optimal maka diperlukan suhu
annealing yang tepat. Apabila suhu annealing tidak tepat maka elongasi dan
amplifikasi DNA tidak akan berjalan secara optimal. Primer yang menempel
pada tahapan annealing ini juga berfungsi sebagai pembataas region dari
sekuens target yanng akan diamplifikasi sehingga akan didapatkan
amplifikasi bagian DNA yang spesifik. Tahapan yang terakhir adalah
elongasi. Pada tahapan ini DNA polymerase akan mensintesis strand DNA
baru yang komplemen dengan sekuens target dengan menambahkan
nukleotida (dNTP) sebagai building block nya. Pada tahap elongasi ini
apabila terdapat primer yang pada tahapan annealing tidak menempel secara
optimal maka primer tersebut dengan sendirinya akan terbuang dan tidak
ikut dalam proses amplifikasi (www.users.ugent.be). Kemudian tahapan
proses tersebut akan diulangi 30-40 siklus. Tiap siklusnya jumlah DNA akan
meningkat secara eksponensial.
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Pada proses PCR kali ini,  diterapkan beberapa pengaturan PCR meliputi
tahapan-tahapan seperti Pre-Denaturation, Denaturation, Annealing,
extension, Final Extension dan Final Hold. Masing-masing tahapan memiliki
durasi waktu yang berbeda. Pada pengaturan yang kedua ditambahkan
tahapan Pre-Heated diawal proses PCR untuk mengoptimalkan proses
denaturasi DNA.
E. Elektroforesis
Hasil berbagai Manipulasi DNA dan analisis DNA dapat dimonitor
melalui proses elektroforesis. Pada prinsipnya, DNA dapat bermigrasi di dalam
gel dalam bentuk padat yang diletakkan dalam larutan penyanggah yang dialiri
arus listrik. Sedikitnya terdapat dua macam gel yang umum digunakan dalam
elektroforesis yaitu gel agarose dan gel poliakrilamid. Jika gel ditempatkan ke
dalam tangki elektroforesis yang mengandung larutan buffer dan tangki tersebut
dialiri listrik, molekul DNA yang bermuatan negatif pada PH netral akan
bergerak ke arah positif (Muladno, 2010).
Pada awal penelitian digunakan elektroforesis horizontal menggunakan
gel agarose 6% yang diencerkan dengan aquades menjadi agarose 1 %. Gel
agarose dipadatkan melalui pemanasan. Setelah mencapai suhu kurang lebih
60oC gel agarose dicetak ke dalam cetakan dan setelah memadat di letakkan
dalam tangki elektroforesis yang telah berisi TE buffer 1x. TE buffer disini
berfungsi sebagai penghantar listrik. Sebelum produk hasil PCR dimasukkan ke
dalam sumuran, terlebih dahulu dicampurkan dengan loading dye sebagai
pemberat. Selain produk hasil PCR kedalam sumuran juga dimasukkan marker.
Marker yang digunakan adalah marker Vivantis 100 bp ladder. Dalam
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elektroforesis digunakan marker untuk dapat menentukan ukuran baku dari DNA
yang akan divisualisasi. Marker yang digunakan biasanya tergantung dari
perkiraan ukuran basphare dari sampel DNA itu sendiri. Running elektroforesis
dilakukan dengan voltase 100 watt dan waktu 60 menit. Setelah dirunning
kemudian gel direndam dalam senyawa EtBr  selama 30 menit untuk keperluan
kemudahan visualisasi di bawah sinar UV. Senyawa EtBr akan berpendar di
bawah sinar UV sehingga pita DNA yang muncul dapat terlihat secara optimal.
Perendaman gel di dalam EtBr tidak boleh dalam durasi waktu yang terlalu lama
karena dapat menyebabkan gel terkontaminasi senyawa EtBr dan menjadi
terdenaturasi. Apabila gel telah terdenaturasi maka pita DNA tidak dapat
terlihat.
Dibawah ini merupakan beberapa gambar ditampilkan visualisasi gel
agarose hasil running yang DNA. Gambar 2 (dengan primer IGF-1) dan Gambar
3 (dengan porimer CSSM 18). nya terlihat :
500 bp
200 bp
100 bp
IGF-1 SAPI 1
225-231 bp
IGF-1 SAPI 2
225-231 bp
M 1 2
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Gambar 2. Hasil Visualisasi IGF-1 pada gel agarose
(M= DNA Marker; 1, 2= Sampel DNA Sapi Perah FH)
Berdasarkan hasil visulisasi yang didapatkan terdapat gen IGF-1 pada
kedua sapi Fries Holland yang diujikan. IGF-1 berada pada ukuran 225- 231 bp.
Hal ini sesuai dengan literatur yang ada (http://www.marc.usda.gov/)
Dibawah ini diperlihatkan gambar visulisasi gen Callypige pada gel
agarose dengan variasi master PCR mix :
Gambar 3. Hasil Visualisasi Gen Callypige dengan Marker CSSM-18 pada gel agarose
Dengan pengunaan variasi PCR Mix (Beri Keterangan spt Gbr 2)
Keterangan ukuran fragment font 11 saja perbaiki
100 bp
500 bp
CSSM-18
Sapi 1
CSSM-18
Sapi 2
CSSM-18
Sapi 1
CSSM-18
Sapi 2
PCR Mix
Kappa
PCR Mix
Manual
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Dari hasil visualisasi diatas dapat dilihat bahwa gen Callypige lebih jelas
berpendar pada produk PCR yang mengunkan master mix manual. Walaupun
begitu, seluruh visualisasi gambag gen Callypige pada gel ini memiliki kualitas
yang kurang baik dalam artian gambarnya kurang tajam masih terlihat pengotor-
pengotor. Pita DNA dari gen Callypige apabila dilihat pada gambar diatas
memiliki ukuran antara 113-165 bp hal ini telah sesuai dengan literatur
(http://www.marc.usda.gov/).
Setelah beberapa kali mengulang proses elektroforesis dan visualisasi
maka didapatkan DNA IGF-1 dan Callypige pada kedua sampel DNA sapi pada
gel agarose. IGF-1 yng tervisualisasi memiliki kualitas yang cukup baik
sedangkan untuk gen Callypige yang tervisualisasi kualitasnya tidak dapat
dikatakan baik karena gambar yang tervisualisasi masih kurang tajam. Karena
hal tersebut maka diputuskanlah untuk melakukan elektroforesis vertikal
menggunakan gel ND PAGE 8 % yang merupakan gel poliakrilamid. Running
elektroforesis menggunakan ND PAGE 8 % ini diharapkan dapat memperbaiki
kualitaes gambar dari pita DNA yang tervisualisasi.
Sebelum melakukan running elektroforesis vertikal  terlebih dahulu
dibuat gel ND PAGE 8 % dengan komposisi akrilamid 40 %, APS, TEMED,dan
dH20. Berbeda dengan gel agarose, pemadatan pada gel ND PAGE 8 % ini tidak
dilakukan dengan pemanasan tetapi dengan penambahan TEMED dan APS.
TEMED akan mempolimerisasi senyawa monomer akrilamid menjadi senyawa
polimer poliakrilamid yang menyebabkan gel mengeras. Loading produk hasil
PCR ke dalam sumuran ND PAGE 8% menggunakan mikropipet P 10 yang
sebelumnya produk hasil PCR telah dicampurkan dengan loading dye. Running
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gel ND PAGE 8% dilakukan selama 120 menit dengan kekuatan arus 5 mA.
Setelah runing dilakukan kembali gel direndam dalam larutan EtBr selama 30
menit dan divisualisasikan diatas sinar UV.
Dibawah ini disajikan gambar Visualisasi IGF-1 dan Callypige hasil running
dengan ND PAGE 8 %, disajikan seperti pada Gambar 4.
Gambar 4. Hasil visualisasi IGF-1 dan Gen Callypige pada gel
ND PAGE 8% (Beri keterangan spt Gb1). Betulkan Gambar
Hasil visualisasi yang didapatkan memiliki gambar yang sangat tajam
tetapi pita DNA dan marker belum bermigrasi secara sempurna hingga bagian
bawah gel. Hal ini mungkin dikarenakan durasi waktu running yang hanya 2
jam. Migrasi yang belum sempurna ini maka mengakibatkan tidak dapat
ditentukan ukuran dari tiap pita DNA. Pada visualisasi gambar diatas yang
terlihat hanyalah IGF-1 sedangkan gen Callypige sama sekali tidak terlihat.
IGF-1
Sapi 1 & 2
CSSM-18
Sapi 1 & 2
Marker
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Hubungan IGF-1 dengan Sifat-sifat Pertumbuhan
Beberapa peneliti telah melaporkan korelasi antara konsentrasi IGF-I dengan
berbagai sifat kuantitatif, diantaranya adalah berat sapih, berat pasca-sapih (Davis dan
Simmen, 1997), laju pertumbuhan pada babi (Buonomo et al., 1987), pertumbuhan janin
pada domba (Gluckman et al., 1983), ukuran tubuh, berat janin, total berat placental,
dan berat kelenjar susu pada tikus (Kroonsberg et al., 1989), dan dengan pertumbuhan
pada manusia (Merimee et al., 1982). Produksi susu pada sapi juga dipengaruhi oleh
gen IGF-1. Anggraeni (2008) menyebutkan bahwa sapi dengan kualitas yang baik
menghasilkan susu sebanyak 15 liter perharinya. Apabila dibandingkan dengan sapi
yang diujikan pada penelitian ini jumlah produksi susunya memang belum sebaik
kualitas yang dicantumkan di literatur. Sapi Fries Holland yang dijadikan sampel uji
hanya menghasilkan sekitar 6,8 liter susu perharinya tetapi hal ini dikarenakan terdpat
beberapa sapi yang berada dalam masa kebuntingan.
Pada vertebrata, insulin-like growth factor 1 (IGF1) atau gen somatomedin
memainkan peran kunci dalam berbagai proses fisiologis dan metabolisme, di mana
IGF1 dan hormon pertumbuhan atau somatotrophin terlibat dalam poros somatotropik.
IGF1 adalah mediator berbagai pengaruh biologi, misalnya, meningkatkan penyerapan
glukosa, merangsang myogenesis, menghambat apoptosis, berpartisipasi dalam aktivasi
genetik siklus sel, meningkatkan sintesis lipid, merangsang produksi progesteron dalam
sel granular, dan intervensi dalam sintesis DNA, protein, RNA, dan dalam proliferasi sel
(Etherton, 2004).
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BAB V
PENUTUP
A. Kesimpulan
1. Didapatkan konfirmasi mengenai keberadaan gen IGF-1 pada kedua sapi
Fries Holland yang diujikan dengan panjang pita DNA berkisar antara 225-
231 bp.
2. Terdapat banyak Terdeteksinya sifat pertumbuhan yang berkorelas dengan
gen IGF-1, ini menunjukkan terdapat korelasi dengan sifat produksi susu
yang tinggi. Dengan demikian sampel sapi perah FH yang diuji
berkecenderungan berpotensi mempunyai produksi susu tinggi. Salah satu
diantaranya adalah produksi susu. Tingkat produksi susu pada Sapi yang
diujikan sudah termasuk dalam kualitas yang baik
3. Didapatkan Konfirmasi mengenai keberadaan gen Callypige pada kedua sapi
Fries Holland yang diujikan, Tetapi memang namun keberadaannya masih
agak diragukan dengan kualitas dan kuantitasnya belum dapat dikatakan
dalam kategori baik karena ketika visualisasi gel hasil elektroforesis agarose
pita DNA dari gen Callypige sendiri menunjukkan tidak terlihat begitu
terlalu tajam.
B. Saran
1. Perlu dilakukan penelitian lanjutan mengenai gen Callypige pada hewan ternak
sapi terutama sapi perah jenid Fries Holland
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2. Running DNA menggunakan elektroforesis vertikal dan ND PAGE 8% harus
lebih dioptimalkan dengan memperpanjang waktu running menjadi minimal 4
jam.
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LAMPIRAN GAMBAR
1. Pengambilan Sampel Darah Sapi Perah Fries Holland
2. Ekstraksi  dan Isolasi DNA Sapi Perah Fries Holland
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Lampiran Gambar
1. Pengambilan Sampel Darah
2. Ekstraksi DNA
3. Kuantifikasi DNA
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4. Polymerase Chain Reaction
5. E
lekt
roforesis
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